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64) UTILISATION DMSOFLAVONES ET/OU D'EXTRAITS 
COSMETIOUE ET EN TANT OU'ADDITIF ALIMENTAIRE. 



DE PRUNIER D AFRIOUE EN PHARMACIE, 



QT) La presente invention se rapporte a Tutilisation d*au 
moins un produit choisi dans ie groupe constitue par les iso- 
fiavones. les extraits de prunier d'Afrique et les melanges de 
ces demiers, pour la preparation d une connposition desti- 
nee a inhiber I'activite de la 5a-reductase. Cette utilisation 
pernnet d'obtenir un effet remarquable inhibition de Tactivi- 
te de la Sa-reduciase procurant ainsi une nouvelle reponse 
pour le traitement des pathologies et/ ou desordres derma- 
tologiques lies a une une exageration congenltale ou acqui- 
se de ractiviie de la 5a*reductase, notamment pour le 
traitement de Fhypenrophie prostatique, de Tad^nome pros- 
tatique, de racne, de Thyperseborrhee. de Talopecie et de 
rhirsutisme. ^invention se rapporte egalement a des me- 
thodes de traitement cosmetique. notamment de la peau 
grasse. ainsi qu'a l ulilisation dudil produits d^crits en lant 
qu'additifs dans un aliment pour Tetre humain et/ ou I'ani- 
mal. 
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5 La presente invention se rapporte a I'ulilisalion d'au moins un produit choisi 

dans le groupe conslilu^ par les isoflavones, les cxtraits de prunier d'Afrique et les 
melanges de ces demiers, pour la preparation d*une composition deslinte a inhiber 
I'activite de la 5a-reductase, notamment pour le iraitement de Thypertrophie 
prostatique, de Tadenome prostatique, de Tacne, de rhyperseborrWe, de Talopecie, 
10 de rhirsulisme. 

L*invenlion se rapporte egalement a des melhodes de trailemenl cosmetique, 
notamment de la peau grasse, ainsi qu'a Tutilisation des produits decrits en lant 
qu'additifs dans un aliment pour I'eire humain et/ou I'animal. 

La 5a-reductase est une enzyme microsomiale NADPH dependante qui existe 
15 sous forme de deux isoenzymes sjoithetisees a partir de deux genes differents. 

L'isoenzyme de type 1 de la 5a-reduclase est relrouvee essentiellement dans 
le foie et la peau, plus particulierement dans les glandes sebacees de la peau non 
genitale et du cuir chevelu, et apparait a la puberte. L*isoenz>'me de type 2 est 
predominante dans la prostate et au niveau de la peau des territoires sexuels 
20 differencies : region genitale, barbe, et joue un role dans la differenciation sexuelle. 
La repartition des isoenzymes de type 1 et 2 de la 5a-reductase au niveau de la peau 
et des annexes cutanees chez Thomme peut etre illustree par le tableau 1 ci-apr6s. 

II existe un certain nombre de pathologies pour lesquelles une exageration 
congenitale ou acquise de Tactivite de la 5a-reductase est responsable en totalite ou 
25 en majoriie des troubles observes. 

Par exemple, chez rhomme, celtc enzyme 5a-reduciase, principalemenl 
localisee dans les tissus genitaux et dans la peau, catalyse Thydroxylalion de la 
testosterone en 5a-reductase dihydrolestosterone (DHT). Or, comme la DHT est un 
androgene bien plus actif que la testosterone (environ 2 fois plus), les effels de cette 
30 demiere sont amplifies dans les tissus ou est produite la DHT. Une activite trop 
elevee de la 5a-reductase provoque ainsi des teneurs en androgene sous forme de 
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1)111 irop cicvccs dans la prostate, d*ou une surstimulation de cetle demiere se 
iiadLiivoni cn une croissance indesirablc pouvanl mener a la pathologic de 
l*h>p*.Ttrophic prosiatique, voire a Tadenome prostatique, necessitant le plus souvent 
une intervention chirurgicale. 

5 

1 ahlrau I : repartition des isoenz\^nics dc ts'vc 1 cl 2 de la Sa-reductase 
an nivraii i\v lj yvju ct des annexes cutanees chez rhomme 
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D auires pathologies, de type dermatologique, peuvent elre obser\'ees chez 
10 rhomme ou la femme comme resultant d*une suraclivite de la 5a-reductase a savoir, 
en particulicr Tacnd, Thirsutisme ou encore Talopecic. 

Dans la peau, I'activite de la 5a-reductase est plus imponanle dans la glande 
sebacee que dans les autres structures. Par ailleurs, les glandes seborrheiques 
montrent une active 5a-reduclase plus importante que celles des autres terriloires 
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culanes. Par consequent, le niveau de secretion sebacee physiologique semble 
eiroiiement lie a Tacliviie de cette enzyme. 

Chez Tacn^yque, il existe une hyperactivite de la 5a-reductase. Plus qu'une 
augmentation des taux seriques des androgenes, c'est une augmentation des 
precurseurs en DHT, facteur principal de la fonction sebacee, qui panicipent a Tacn^. 

La peau grasse ou (seborrhee), outre son aspect disgracieux, constitue un 
terrain sur lequel peuvent survenir des complications. Elle atteint les zones ou les 
glandes sebacees sont nombreuses el resulte principalement d'une surstimulalion 
androgenique de la production sebacee par ces glandes specifiques. L'hyperseborrhee 
pariicipe a la survenue des lesions d'acne vulgaire. 

Dans le cuir chevelu, on retrouve Tisoenzyme de type 1 de la 5a-reductase au 
niveau des glandes sebacees, ainsi qu'au niveau du follicule pileux. L'isoenzj'me de 
type 2 de la 5a-reduciase est localisee majorilairemenl au niveau de la gaine 
epitheliale interne, ainsi qu'au niveau de la papille dermique du cheveu. Cependanl 
cette demiere localisation reste a pr^ciser. 

L'alopecie androgenique, donl la physiopaihogenie est tres voisine de celle de 
racne, est la plus frequente des alopecies ct sans doute cellc ou la demande de 
Iherapeuiique est la plus forte. La 5a-reductase semble jouer un role primordial dans 
ceiie pathologic. En effet, les hommes atleints d^un deficit genetique en isoenzyme 
de type 2 de la 5a-reduciase ne developpent pas d'alopecie androgenetique. 

Compte lenu de ce qui precede, la recherche s'esl orientee vers la mise au 
point d'inhibiteurs de la Sa-reductase. Certains steroides comme la progesterone ont 
eie testes dans ce sens, mais sa metabolisation rapide la rend inefficace in vivo. Pour 
etre actif, Vinhibiteur de 5a-r6ductase doit elre suffisamment stable pour bloquer 
Tactivite de I'enzyme in viiro, Le finasteride, inhibiteur compeliiif steroVdien, rempli 
cette condition, mais il est plus actif sur Tisocnzyme de type 2 que sur I'isoenzyme de 
type 1 et ces deux isoenzymes n'ont que 50 % d'homologie sur la sequence de leurs 
acides amines. C^est done surtout dans I'hyperplasie benigne de la prostate que le 
finasteride a deja ete teste. 

Par ailleurs, on connait egalement Texlrait de Serenoa Repens, comme 
reference en lant qu'inhibiieur de la 5a-reductase, Texirail de Serenoa Repens 
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presentant Tavanlage, par rapport au finasteride, d'une origine naturelle en tant 
qu'extrail vegetal permettant une meilleure comparaison pour des produits testes 
egalemeni d'origine naturelle. Serenoa Repens^ egalement connu sous la 
denomination Sabal serrulatum, est un petit palmier que Ton peul Irouver aux Etals- 
5 Unis (Floride) en Afrique du Nord el en Espagne. 

On a maintenant trouve de maniere tout a fail surprenante et inattendue que 
lutilisation de certains composes d*origine vegetale permet d'obtenir un effet 
remarquable d'inhibition de Tactivite de la 5a-reductase procurant ainsi notamment 
une nouvelle reponse pour le traitemenl des pathologies el/ou desordres 

10 denmatologiques evoques ci-dessus. 

La presente invention se rapporle ainsi a l*utilisalion d'au moins un produil 
choisi dans le groupe constitue par les isoflavones, les extraits de prunier d'Afrique et 
les melanges de ces derniers, pour la preparation d'une composition destinee a 
inhiber Tactiviie de la 5a-reductase. 

15 Selon I'invenlion, I'expression "et les melanges de ces derniers" ci-dessus 

cnglobe bien emendu en particulier des melanges d'isoflavones, des melanges 
d'cxtraits de prunier d'Afrique ou encore des melanges d*isoflavones(s) et d*extrait(s) 
de prunier d'Afrique. 

En paniculier, rulilisalion selon Tinvenlion est caracierisee en ce que la 

20 composition est destinee a inhiber Tisoenzyme de type 1 et/ou Tisoenzyme de type 2 
de la 5a-reductase. 

Les isoflavones utilisables selon Tinvenlion peuvenl etre obienues par 
synthese chimique ou sonl des substances naturelles extraites de produits naturels, 
notamment a parlir des vegetaux. 
25 On distingue les formes aglycones ^dcs isoflavones et les formes glycosylees 

de ces demieres. Ces diverses formes sonl illuslrees par les formules suivantes. 
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Formes aglycones, de formule : 




(I) 



10 



dans laquelle Rl et R2 representent : 
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Formes glycosylees, de formule : 
-O 
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dans laquelle R3, R4 et R5 representent : 
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(II) 
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On.peut encore citer : 

- la genistein-4'-0-glucoside de formule : 




(111) 



- la 2'-hydroxygenistein-7-0-glucoside de formule : 




- la genistein-C-8-glucoside de formule : 




- la 2, 4. 4'-trihydroxydeoxybenzoine (THB) de formule : 
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Les formes glycosyl^es des isoflavones sont hydrolysees sous Taction des 
beia-glucosidases. Les formes glycosylees (daidzine el genistine) et acylees sonl les 
plus abondanles. Une hydrolyse acide chimique ou enzymatique peul transformer ces 
formes conjuguees en daidzdine et genisteine, plus absorbables. 

L'uiilisaiion selon Vinvention est caracierisee en ce que le produit est choisi 
parmi les isoflavones synthetiques ou d'origine naturelles, du groupe constitue par les 
genistine, daidzine, glycitine, acetyldaidzine, acetylgenistine, acetylglycitine, 
malonyldaidzine, malonylgenistine, malonylglycitine, la 2,4,4'- 
irihydrox3'deoxybenzoine (THB), la daidzeine, la genisteine, la glyciteine, la 
formononectine, la biochanine A, la genistein-4'-0-gIucoside, la 2'-hydroxygenistein- 
7-0-glucoside, la genistein-C-8-glucoside,ei les melanges de ces demiers. 

On prefere tout particulierement uliliser selon Tinvention un produit choisi 
dans le groupe constitue par la genistine, la genisteine et les melanges de ces 
derniers. 

On ne connait pas de sources naturelles aussi riches en isoflavones que le 
soja. Les methodes de purification des isoflavones a partir de produits du soja, 
notammenl les graines, les germes de soja (ou "soja germe"), les laits de soja donl 
broyais et melasses el les produits fermenies (en particulier Tofu el Tempeh) sont 
bien connues de I'homme du metier. 

Le tableau 2 suivant illustre les teneurs en isoflavones 
^(microgrammes/gramme) dans des graines de soja de recolles de Tlowa (Wang el 
Murphy, "Isoflavone composition of American and Japanese Soybeans in Iowa : 

effects of variety, crop year, and location", J. Agric. Food Chem. 1994, 42, 
1674-1677). 
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Tableau 2 : exemple de teneurs en isoflavones dans des graines de soja 



Formes aglycones 


jig/g d'extrail sec. 


Daidzeine 


7-60 


Genisteine 


17-56 


Olvciteine 

VJ • J V I IV.- 1 ■ 1 \i> 


20-24 


Former plvcosvlees 






180-780 


Genistine 


325-850 


Glyciline 


53-70 


6"-0-malonyldaidzine 


121-410 


6"-0-malonylgenisline 


290-958 


6"-0-malonylglyciline 


61-72 


6"-0-acetyldaidzine 


ir 


6"-0-acetylgenistin 


2-10 


6"-0-acetylglycitine 


23-36 



Le soja germe est la source de soja la plus riche en isoflavones. 

Concemanl le lail de soja, il est traditionnellement obtenu a chaud par 
5 broyage des graines apres depelliculage, en milieu alcalin. Un traitement thermique 
est effectue pour inhiber les facteurs antitrypsiques. 

Les quantiles d'isoflavones presenles dans les laits de soja sont variables. Le 
tableau 3 suivant est une illustration des teneurs en isoflavones des laits de soja. 
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Tableau 3 : cxcmpic dc tcncurs cn isoflavoncs dans dcs laits de soja 



Formes aglycones 


pg/g d'extrail 
sec. 


mg/1 de soja 


Daidzeine 


18 


1 4 


Genisteinc 


19 


1 5 


Glyciteine 


10 


0 8 


Formes £?lvcosvlees 






Daidzine 


410 


33 


Genistine 


710 


57 


Glycitinc 


65 


5 


6"-0-ma]onyIdaid2ine 


690 


55 


6"-0-maIonyl genistine 


871 


70 


6"-0-maIonylglycitine 


39 


3 


6*'-0-acety|daid2ine 


22 


18 


6"-0-aceiyl genistine 


820 


66 


6"-0-acetylglycitine 


89 


7 



Les broyats ou melasses resultant de la production du lait de soja 
5 representenl egalement une source d'isoflavones de soja. 

Par "extraits d'isoflavones de soja", on entend ainsi selon Tinvention les 
extraits d'isoflavones de soja obtenus a partir des differents produits du soja decrits 
ci-dessus (graines, germes de soja (ou "soja gemie"), les laits de soja dont broyats et 
melasses e( les produits fermentes (en particulicr Tofu ct Tempeli)), extraits qui onl 
10 eventuellement ete purifies et/ou concentres pour augmenler leurs teneurs en 
isoflavones, selon des meihodes bien connues dc Thomme du metier. 

L'utilisaiion selon rinvention est ainsi egalement caracierisec en ce que ledii 
produit est choisi parmi les extraits d'isoflavones du soja. 

On peut en parliculier citer I'extrait d'isoflavones de soja commercialise par la 
15 Societe Nutrinov sous la denomination Genoslen 4000*^. II s'agil d'un extrait soluble 
de soja enrichi en isoflavones obtenu aprcs concentration par evaporations 
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successives des melasses de soja, Ce proc^de ne fait appel a aucun solvani organique. 
On trouvera des donnees analytiques sur ce produil dans les examples ci-apres. 

Le lupin (l^pi^^^) ^st egalemenl una source nalurelle interessante en 
isoflavones. On peut citer en particulier la variete du "lupin jaune" dans les liges 
5 duquel ont nolammenl ete identifi^es les isoflavones glycosylees genistine, 2'- 
hydroxygcnis(ein-7-0-glucoside, genistein-4'-0-glucoside et la genistein-C-8- 
glycoside dont les fomnules respectives sonl decriies ci-dessus (Rafal Franski el al, 
"Application of mass spectrometr>' to structural identification of flavonoid 
monoglycosides isolated from shoot of lupin (lupinns luteus L,y\ Acta Biochimica 

1 0 Polonica, vol. 46, N° 2/1 999, 459-473). 

L'uiilisaiion selon I'invention est ainsi egalemenl caraclerisee en ce que le 
produil est choisi parmi les exlraits d'isoflavones du lupin c*est-a-dire, par analogic 
avec la definition ci-dessus pour les extrails d'isoflavones du soja, parmi les exlraits 
d'isoflavones pouvant elre obienus a partir des produits du lupin. 

15 Les exlraits de prunier d*Afrique ou "Pygeum Africani4m** sonl bien 

connus de Thomme du metier, lis sonl principal emenl issus de Tecorce du prunier 
d*Afrique. II s'agil d'exlraits sleroliques de prunier d'Afrique, tels que ceux 
commercialises par les socieies Euromed el Indena sous les denominations 
respectives "Pygeum" ci'Trunus Africana" Des caracleristiques physico-chimiques 

20 de ces deux exlraits sont donn6es dans les exemples ci-apres. 

On utilise en particulier selon Tinvenlion le produil tel que decril ci-dessus, 
sous forme d'isoflavone(s) de soja, d*extrail(s) de prunier d*Afrique ou d'un melange 
de ces derniers, selon une proportion comprise enlre environ 0,001 el environ 100 % 
en poids (utilisation sous forme pure possible dudit produil), de preference enlre 

25 environ 0,01 el environ 70 % en poids, el plus parliculierement encore enlre environ 
0,1 ei 10 % en poids, par rapport au poids total de la cdmposilion. 

La composition prepar^e par rulilisation selon Tinvention peul en outre 
comprendre un excipienl pharmaceuliquemenl, dermaiologiquemenl ou 
cosmeiiquement acceptable. On peul utiliser tout excipienl adaple pour les formes 

30 galeniques connues de Thomme de metier, en vue d'une administration par vote 
topique, orale, enterale ou parenlerale, notamment rectale. 
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En particulier, cet excipient peut eire adapte pour roblention d'une 
composition sous forme d*une solution huileuse, d*une emulsion eau-dans-huile, une 
emulsion huile-dans-eau, une microemulsion, un gel huileux, un gel anhydre, une 
creme, une. dispersion de vesicules, de microcapsules ou de microparticules, ou 
5 encore de gellules ou de capsules molles de gelatine ou vegetates. 

De preference, on utilise un excipient adapte pour une administration par voie 
topique externe ou par voie rectale, 

L'effei avaniageux d*inhibiiion de lactiviie de la 5a-reductase foumi par 
Tutilisation selon Tinvention permet de destiner la composition ainsi preparee a des 
10 trailements therapeutiques, notamment dermatologiques, et cosmetiques. 

Ainsi, I'utilisation selon I'invention est caracterisee en ce que la composition 
est desiinee au Irailement des pathologies et/ou des desordres cutanes lies a une 
exageration congenitale ou acquise de Taclivile de la 5a-reductase. 

En particulier, Tulilisation selon I'invention est caracterisee en ce que la 
15 composition est destinee au traitement de I'hypertrophie proslalique. 

En outre, Tutilisation selon I'invention est caracterisee en ce que la 
composition est destinee au traitement de radenome prostatique. 

L'utilisation d'un excipient adapte pour une administration par voie rectale 
comme decrit ci-dessus peut elre pariiculierement envisagee pour ces irailemenls de 
20 I'hypertrophie el/ou de I'adenome prostatique. 

L'ulilisation selon I'invention est egalemenl caracterisee en ce que la 
composition est destinee au traitement de Tacne, 

L'ulilisation selon Tinvention est egalement caracterisee en cc que la 
composition est destinee au traitement de Thyperseborrhee. 
25 Enfin, Tutilisation selon Tinvention est egalemenl caracterisee en ce que la 

composition est destinee au traitement de ralopecie, 

L'ulilisation selon I'invention est egalemenl caracterisee en ce que la 
composition est destinee au traitement de Thirsutisme. 

La presenle invention a encore pour objei une methode de traitement 
30 cosmetique de la peau grasse, caracterisee en ce qu'on applique sur la peau une 
composition cosmetique contenant au moins un produit choisi dans le groupe 
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constiiue par les isoflavones, les extraits de prunier d'Afrique el les melanges de ces 
derniers, tels que decrits ci-dessus. 

L'invention a par ailleurs pour objet une methode de traitement cosmetique 
de la chute des cheveux, caracterisee en ce qu'on applique sur le cuir chevelu une 
5 composition cosmetique contenanl au moins un produil choisi dans le groupe 
constiiue par les isoflavones, les extraits de prunier d'Afrique el les nrielanges de ces 
derniers, tels que decril ci-dessus. 

Enfin, rinvenlion a ^galement pour objet une methode de traitement 
cosmetique de Texces de pilosite, caracterisee en ce qu'on applique sur les zones de 
10 la peau presentanl des exces de pilosite une composition cosmetique contenant au 
moins un produil choisi dans le groupe constiiue par les isoflavones, les extraits de 
prunier d'Afrique et les melanges de ces derniers, tels que decrits ci-dessus. 

En effel, a I'oppose des traitemenls medicaux homionaux, ces deux dernieres 
melhodes de traitement cosmetique permettent d'ameliorer Tapparence en reduisant 
15 de maniere visible les phenomenes disgracieux de chute de cheveux lies a Talopecie 
et les phenomenes d'exces de pilosites lies a Thirsutisme. 

Selon un mode de mise en oeuvre prefere de ces methodes de traitemenls 
cosmetiques, ledil produil est present dans la composition selon une proportion 
comprise enlrc environ 0,001 et environ 100 % en poids (utilisation sous forme pure 
20 possible, sans excipient), de preference entre environ 0,01 et environ 70 % en poids, 
et plus parliculierement encore enlre environ 0,1 el 10 % en poids, par rapport au 
poids total de la composition. 

Avaniageusement, la composition cosmetique appliquee selon la methode 
cosmetique de l'invention contient en outre au moins un excipient cosmeliquement 
25 acceptable tel que decrit ci-dessus. 

Enfin, rinvention a encore pour objet lutilisation d*au moins un compose 
choisi dans le groupe conslitue par les isoflavones, les extraits de prunier d'Afrique el 
les melanges de ces derniers, tels que decrits ci-dessus, en tanl qu'additif dans un 
aliment pour Tetre humain el/ou Tanimal. Ceile utilisation alimentaire est de 
30 preference caracterisee en ce que ledil addiiif est present dans Taliment selon une 
proportion comprise entre environ 0,001 et environ 100 % en poids, de preference 
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enire environ 0,01 el environ 70 % en poids, el plus particuliercment encore entre 
environ 0,1 el 10 % en poids, par rapport au poids lolal de raliment. 

Les exemples suivants sent destines a illuslrer la presente invention et ne 
doivent en aucun cas eire interpr^tes comme pouvant en limiter la portee. 
5 A moins qu'il n'en soil precise aulremenl, les pourcentages indiques dans les 

exemples suivants sont des pourcentages en poids. 

Excmple 1 : Evaluation de ractivitc inhibitrice sur ractivite de fa 5a- 
reduclase par mesure du taux de 5-dihydro(estostcrone formee a parlir de la 
1 0 f estosf erone par les cellules DUl 45. 

1, Materiel et methodes 
1.1 Materiel 

Les cellules prostatiques DUl 45 sont issues d'une lignee tumorale cbienue a 
15 partir d'un carcinome de la prostate (N^ ATCC HTB 81). Le milieu MEM 
(ref.04 10265), la glutamine et la gentamycine viennenl de chez Gibco. Le serum de 
veau foetal (SVF) vient de chez DAP et est utilise decomplemente (45 mm a 56^C). 
les plastiques serx-ant a la culture (boites et plaques) viennent de chez Coslar. La 
testosterone vient de chez Sigma. 

20 

1.2Methode 

1.2.1 Preparation des gammes de produits 

Une solution mere en ethanol a 10 mg/ml est preparcc a partir de chacun des 
produits testes. 

25 La gamme de concentration utilisee pour les experiences esl la suivante : 0, 5, 

10, 50, 100 ct 500 microgrammes/ml, (Dilution effeclucc dans le milieu de culture). 
Le volume d'exlrail ajoule par puits elant de 20 microlitrcs/puits, les solutions a 
preparer sont concentrees 50X. 



30 
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Prcpara iion dc ia Testosterone 

l?nc solution m^re de testosterone a 10 mM est preparee dans Tethanol. Au 
moment dc son utilisation, cette solution est diluee au 1:1000 dans le milieu de 
culture ci 1 0 microlitres sont ajoutes par puits. 

5 

1,2.2. Experience d'inhibition de la 5a-reductase des DU 145 
Lcs ccHuics prostaliques DU145 sont cultivees a 5% CO2 dans un 

milieu MLM c»wucnanl de la glutamine (2mM), de la gentamycine (50 
micropran:m;:s ml) ci 10% de SVF. Leur taux de sous-culture est de 1:10. 
10 A\ ani dc lancer Texperimentation, les cellules sont mises en culture dans des 

plaques t> pij:ts a ratson de 2,10^ DU145 par puits/I ml de milieu ne contenant que 
1% de SVF. Ixs cellules sont maintenues 3 jours a 5% CO2. Le jour de 

rexpcricnco. le milieu de culture contenu dans les puits est elimine et remplace par 
du milieu neuf conicnanl 1% de SVF. La testosterone (0,1 micromolaire final) ainsi 
15 que les cxtraiis aux differentes concentrations sont ajoutes au milieu a raison de 10 et 
20 microliires'puits respectivement. (Les puits "controles" correspondent a des 
cellules incubees en presence de testosterone et d'un equivalent Ethanol. Ceci permet 
de soustrairc Ferfei du solvant sur les cultures et de determiner le pourcenlage de 
DHT formcc en absence d'inhibiteur). Les cellules sont alors incubees a 37^C^ 5% 
20 CO2. Au bout de 3 heures, les sumageants de culture sont collectes el congeles a - 
80°C jusqu'au dosage, 

Mesure du taux de DHT formec 

Principe: extraction des produils lipophiles par Tether, concentration des 
25 echantillons en DI IT par chromatographic d'affinite et dosage radio-immunologique 
Preparation des echantillons 

- Apres avoir agite au vortex les prelevements, introduire les echantillons dans des 
flacons "SUPEX" 

- Ajouter dans chaque tube 0,1 ml de la solution radioaciive"3H-Rdt" (pour 
30 evaluation du rcndemcnt d'extraction). Boucher les flacons, les agiter un par un au 

vortex. 
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- Laisser reposer 30 min a temperature ambiante. Puis agiler de nouveau chaque 
flacon au vortex. 

- Ajouter dans chaque flacon : 5 ml d'ether ethylique. 

- Boucher les flacons et les agiter manuellement de fa^on energique. Laisser decanter 
5 quelques minutes. 

- Congeler les phases aqueuses a -30°C, pendant au moins 1 heure. 

- Recueillir la phase elheree dans un tube a essai en boro-silicate de 5 ml 
correspondant. 

- Evaporer toialenient la phase etheree a Taide du systeme evaporateur + bain-marie a 
10 37°C 

Separation de la DHT 

• Preparation des colonnes : Preparer les colonnes dans des pipettes de culture en 
verre de 5 ml avec 10 cm de chromatoliihe A. 

15 • Rin^age des colonnes : 3 ml d'iso-octane pur combitips (3 fois), en laissant couler 
par simple gravite. 

• Elution des extraits etheres sees 

- Chaque extrait sec est repris par 1 ml d'iso-octane pur, vortexer vigoureusement. 
Attendre 1 5 min a temperature ambiante. Reagiter au vortex. 

20 - Lorsque les 3 ml d'iso-octane (lavage des colonnes) sont eluds, iransvaser les 
extraits etheres sees repris par Tiso-octane sur la colonne. Laisser eluer, 

• Rincer chaque lube "extrait sec" avec 1 ml d'iso-octane pur combitips, vortexer 
vigoureusement, Attendre 15 min a temperature ambiante. Reagiter au vortex et 
transvaser dans la colonne comma precedemment. 

25 - Laver par 4 ml d'iso-octane pur. 

• Recueil de la DHT 

- Preparer le solvant d'elution (melange a 6% iso-octane/aceiate d'ethyl: 94/6 (v-v)) 
-Eluer par 6 ml (pipette) de ce melange, 

- Recueillir Teluai DHT dans les tubes a essais en boro-silicate de 5 ml identifies. 

30 • Traitement de Teluat DHT : Evaporer le solvant de Teluat a Taide du systeme 
evaporaleur-bain-marie (37°C) 
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Dosage RIA 

• Protocole de distribution : Rependre les echanlillons par 0,5 ml de tampon RC, le 
Blanc par 1 ml de tampon Rcet, les Coniroles par 0,5 ml de tampon RC. Placer a 

5 Tetuve a 37X 15 min Agiter de nouveau les tubes au sortir de Tetuve (1 min). 
Dans des tubes a hemolyse en verre identifies de 5 ml, mcttre dans Tordre: 

• Tampon : Activite Totale (AT): 0,7 ml de tampon RC, Activite Non Specifique 
(N): 0,2 ml de tampon RC, Gamma : seul le point 0 de la gamme (note BO) comporte 
0,1 ml de tampon RC, 

10 *SoIution elalon (1000 a 7,8 pg/lube) : 0,1 ml de la solution etalon respective. 

• 0,1 ml d'extrait sec repris dans le tampon 

- Puis, disiribuer Tanti-sdrum : 0,1 ml dans tous les tubes sauf AT et N, 

- Puis, distribuer la solution dc dosage "3HD" : 0,1 ml dans tous les tubes. 

- Vortexer et recouvrir d'un parafilm. 

15 - Incubation a 4°C, pendant lh30 minimum (24 h. maximum). 

• Preparation du charbon-dextran : Melire la suspension de charbon-dextran dans un 
becher, puis, dans un bain d'eau glace a 4°C, pendant au moins lh30. 

• Rendemeni de purification en DHT 

- Dans 6 petiies fioles a scintillation (3 par serie) deposer : 0,4 ml de tampon RC + 
20 0,1 ml de la solution "3H-Rdt" (flacon du premier jour au refrigerateur). Blancs : 

mettre 0,5 ml d'extrait sec reconstitue pour le blanc. Echantillons et controles : mettre 
0,25 ml de tampon RC + 0,25 ml d'extrait. 

- Ajouter 5 ml de liquide a scintillation dans toutes les fioles. 

25 Separation de la DHT libre de celle liee a Tanticorps 

- Mettre la suspension de charbon-dextran sous agitation magneiique, dans une 
bassine d'eau glacee. 

- Ajouter 0,5 ml de charbon-dextran dans tous les tubes sauf AT en 2 min maximum. 

- Vortexer, remettre les tubes dans Teau glacee. Attendre 10 min exactement. 
30 Centrifuger a 4*'C, 3400 rpm, pendant 1 1 min 
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Vipcici 0,5 ml de chaque sumageanl (y compris AT) dans une petite fiole de 
complagc 

- Aiouicr 5 ml de liquide scintillant. Agiler, laisser s'equilibrer 30 min a temperature 
ambunic 

- Mciirc a compter 2 min avec le compteur p (Beckman, LS 6000 SE). 

2. Bulkiinv analytiques des produits testes 

2A, I cxirait dMsoflavones de soja teste, denomme Genosten 4000, a ete 
foumi par la socioic Nuirinov. 

Descriprion : I.xirait soluble de soja enrichi en isoflavones oblenu par une technique 
d'eMrjctu»Ti physique, sans utilisation de solvants organiques. 

Cnracfi-riKuiques physico-chimiques : 



Dcnsilc 
Humiditc 

PH (solution nqueuse a 4%) 
Solubiliic dans Teau 



400 g/1 

<5% 

8 



100% 



Composition : 



Proteincs 

Lipides 

Glucides 

Sodium 

Calcium 



11 % 

< 0.5 % 
60% 



Potassium 
Phosphore 



1500mg/100g 
< 100 mg/lOOg 

5500 mg/lOOg 
300 mg/lOOg 



Composition en isoflavones : 



Teneur totalc en isoflavones : 



4000 +/- 200 mg/lOOg 



Profil type : 

Daidzine 

Genistinc 



200 
280 
900 

2080 

30 

10 



Malonyldaid^inc 
Malonylgenistine 



Daidzeine 
Genisleine 
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2.2. L'exlrail de Pygeum Africanum teste a e 

Description : Exiraii Hpido-sterolique de P 
pypcum. 

Ca ra cterisitiques phys ico-ch imiques : 
Aspect 

Sulubilite 

Pcrie a la dessication 
Cendres 
Absorption UV 

Composition chimiquc 

Indice d'acide 

Composition en acides gras (%) 

C12:0 
CI 6:0 
C18:0 
C18:l 
C18 :2 
C18:3 

Tcncur en insaponifiable 
Sterols 



fourni par la socieie Euromed. 

jeum Africanum issu de Tecorce de 

pate visqueuse de couleur marron prononce, 
avec une odeur caracteristique 

Insoluble dans I'eau, soluble dans le 
chlorofoorme 

3% max. 

0.4 % max. 

Maxima a 242 ; 282 et 320 nm 

39 mg KOH/g 

0.3 

44.6 

5.6 

36.6 

9.8 

0-6 

17.6% 
14.7 
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3. ResuWats - Evaluation de la coriversion de Ja lestosicronc en 5- 
dihydrotcstosterone par Ics cellules DU 145— Determination des IC 50 

Tableau 4 



Prod u it teste 


IC 50 (Mg/ml) 


Extrail d'isoflavones de soja (Genosien 4000) 


71 


Extrait de Pygeum Africanum 


203 


Sereoa repens 


60 



5 

4. Conclusions 

L'extrait de serenoa Repens, choisi comma substance de reference, inhibe 
raciiviie de la 5-alpha reductase. Ce resultat valide done le test. 

L^exlrait d'isoflavones de soja, faiblcmcnt charge en isoflavones (4 %), est 
10 aussi actif que Textrait de serenoa Repens, choisi comme substance de reference 
inhibitrice de I'activite de la 5-alpha reductase. 

L'extraii de Pygeum Africanum teste est actif dans Tinhibition de la 5-alpha 
reductase. 

15 Exemple 2 : Evaluation in vitro de I'activite de la 5-a reductase sur la 

conversion de la testosterone en 5a-dihydrotestostcrone dans des cultures de 
flbroblastes dermiques humains normaux. 
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Abreviations utilisees dans ce qui suit : 



; tritium 

25 CCM : chromatographic en couchc mince 

Ci : Curie 

DMSO : dimethyl sulfoxyde 

M 1 99 : appellation donnee a un milieu de culture standard 
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MCF 



: milieu de culture des fibroblastes 



MEM 



: appellation doanee au milieu de culture. Minimum Essential 



medium 



MTF 



: milieu d'incubation des fibroblastes 



Rf 



: facteur de retention reiatif 



SVF 



: serum de veau foetal 



5a-DHT : 5a-dihydrotestosterone 



On se propose d'evaluer I'effet des produits tcls qu* un extrait d'isoflavones de 
soja (Genosten 4000, decrit ci-dessus), de la genisteine et de la genistine (isoflavones 
purifiees, produits commerciaux Sigma), d'un extrait de Pygeum Africanum, d'un 
extrait de Serenoa Repens choisi comme reference^ sur Tactivite de la 5a-reductase. 
Un modele in vitro de cultures de fibroblastes dermiques humains nomiaux a ete 



]. Matericis et methodes 

1.1 Produits a ]*essai, produit de reference, ef reactifs 

Les produits a Tessai onl ete fournis par EXPANSCIENCE et ont ete 
conserves a +4^C jusqu'au moment de leur utilisation. 

La testosterone radioactive (marquee au tritium en position 1, 2, 6 et 7, activite 
specifique 79 Ci/mmol) elait foumie par AMERSHAM, la testosterone non- 
radiomarquee etait foumie par SIGMA. 

Les reactifs de qualite analyiique. provenaienl de chez SIGMA, MERCK, 
BDH, ALDRICH ou CARLO ERBA sauf indication contraire. 

1.2 Systcme d^essai 

Le milieu de culture des fibroblastes (MCF) etait constitue par du 
MEM/M199 (3:1, v/v) additionne de penicilline (50 Ul/ml), de streptomycine (50 
pg/ml), de bicarbonate de sodium (0,2 %, p/v) et de SVF (10 %, v/v). 



retenu. 
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Le systeme d'essai eiait conslitue de fibroblasies dermiques humains 
normaux cullives en monocouche. Les fibroblastes ont ete isoles a panir d'un residu 
de plastie abdominale realisee chez une femme de 51 ans (siijet BIOPREDIC 
n^lO013). Les cellules ont ete utiiisees au cinquieme passage, elles ont eie cultiv^es 
5 jusqu'a confluence des monocouches dans le milieu MCF a 37°C dans une 
atmosphere humide contenant 5 % de CO2. 

1.3 Preparation des produits et mcubalion avec le systeme d^essai 
Le milieu d'incubalion des fibroblastes (MIF) etait constilue de MCF 
10 additionne de testosterone tritiee (1,6 x 10"' M, soit 6,32 nCi/ml) et de testosterone 
non radiomarquee (3,84 x 10"^ M). 

Les produits a I'^essai et le finasteride ont ete repris dans du DMSO avanl 
d'etre dilue dans le milieu d'incubation. La concentration finale en DMSO a ete 
maintenue constante el egale a 1% (v/v) dans chaque dilution de produits a Tessai et 
15 de produit de reference. 

Echelle de temps 
T-2 To 

• • 

20 J^a 

^ : elimination du milieu MCF 

pre-incubation des produits a I'essai et du produit de reference prepares dans le 
milieu MCF . 

25 4^: elimination des milieux MCF contenant les produits a Fessai ou le produit de 
reference 

^: incubation des produits a I'essai et du produit de reference prepares dans le milieu 
MIF 

: determination de Factivite de la 5a -reductase 
30 Les cultures de fibroblastes ont ete pre-incubees en presence des produits a 

Fessai ou du produit de reference pendant 2 heures avant Fajoul du substrat, la 
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testosterone. Pour cette elape, !es produits a Pessai et le produit de reference onl eie 
prepares dans le milieu MCF. 

Apres la pre-incubation, les cultures de fibroblastes onl ete incubees en 
presence des produils a Tessai ou du produit de reference prepares dans le milieu 
5 MIF pendant 22 heures (ou 24 heures, indique avec les resultals) a 37°C dans une 
atmosphere humide contenant 5 % de COj. Des cultures temoins ont ete incubees 
dans le milieu MIF en absence de produils a Tessai et de produit de reference. Des 
cultures «temoin DMSO» ont ete incubees dans le milieu MIF contenant 1% (v/v) de 
DMSO. 

10 Chaque condition experimentale a ete teslee en triplicate. 

1.4 Evaluation des effets 

Apres la periode d'incubation, les cellules ont ete soumises a Taction des 
15 uhrasons dans le milieu MIF. Les lysats cellulaires ainsi obienus ont ete extrails par 
du dichloromethane. Apres evaporation, les residus sees ont ete repris dans du 
methanol et ont ete deposes sur des plaques de silice 6OF2S4 (MERCK, reference 
5554). 

Des standards non radiomarqu^s, la testosterone, la 5a-dihydroiestosterone et 
20 randrostenedione, onl ete deposes sur chacune des plaques. 

Le solvant de migration etait un melange de dichloromethane el d'ether (7:3, 
v/v) A la fm de la migration, les plaques de silices onl ele lues a Taide d'un scanner 
de radioactivite BERTHOLD, 

Les standards non radiomarques ont ele mis en evidence par pulverisation 
25 d'acide sulfurique a 5 % (v/v) sur les plaques de chromatographic chauffees ensuite a 
lOO^'C pendant 10 minutes. 

La comparaison des Rf (facteur de retention relatiQ determines pour les 
standards avec ceux obienus pour les diffcrents metabolites radioactifs a permis 
ridentification de ces demiers. 
30 La metabolisation de la testosterone en 5a-dihydrotestoslerone dans les 

differenies conditions exp6rimenlales a ete calculee : les resultals (aires des pics de 
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5G-dihydroiesioslerone comptes par le scanner BERTHOLD) on{ ete exprimes en 
pnioles de 5a-dihydroteslosterone formees par puits de culture. lis onl aussi ete 
exprimes en pourcentage de Tactivite 5a-reductase presente dans le groupe *temoin 
DMSO\ 

5 

2.5 - Traitcment des donn^es 

Les groupes de donn^es (groupe lemoin et groupes traites) ont ete trailes par 
une analyse de la variance a un facteur (ANOVA 1, p<0,05), suivie par un test de 
DUNNETT (p<0,05). L'effet des produils a Tcssai cl du produit de reference a ete 
10 compare au groupe Memoin DMSO'. Les effels des produits a Tessai onl ete 
compares enlre eux par une analyse de la variance a deux facteurs (ANOVA 2, 
p<0,05, facteur 1 = concentration el facteur 2 = Iraitement). 

2. Resultats et discussion 

15 On se reportera au paragraphe 3 suivanl pour les tableaux de resultats 

detailles. 

2.L Genistine et genisteine 

Dans les echantillons 'lemoin DMSO^ (0,1% v/v), la viiesse de 
20 metabolisation de la testosterone etait de 11,40 +/- 0,75 pmoles de 5D-DHT 

formees en 24 heures par puits de culture (tableau paragraphe 3.1). Cette viiesse 
etait conforme aux resultats deja obienus au laboratoire. 

La genistine, testee a 0,1 ; 1 et 10 Mg/ml, n'avait pas d'effet d'inhibition 
significatif (p<0,05) sur Tactivite de la 5a-reduclase. A 100 pg/ml, ce produit 
25 inhibait significalivement (p<0,05) de 32% ractivite de la 5a-reduclase. 

La genisteine, testee a 0,1 ; 1 et 10 Mg/n^U inhibait significalivement (p<0,05) 
de 32% ; 33% et 31% respectivemeni Pactivite de la 5a-reductase. A 100 pg/ml, 
5il inhibait significalivement (p<0,05) de 61% Tactiviie de la 5a-reductase. 

En conclusion, la genisteine est netlemenl plus active que la genistine. 



30 



2803747 

24 

2,2 Extrait d'isoflavones de soja 

Dans les cultures temoins, la vitesse de metabolisalion de la testosterone etait 
de 9,71 +/- 0,77 pmoles de 5a-DHT fomiees en 22 heures par puils de culture 
(tableau paragraphe 3.2). Cetle vitesse etait conforme aux resultats deja obienus 
5 au laboratoire. 

L'extrait d'isoflavones de soja, teste a 10 el 100 [ig/ml, inhibait 
respectivemenl de 22 et 17% Tactivite de la 5a-reduclase. 

L'extrait de Serenoa Repens, teste a 10 et 100 [ig/m\, inhibait respectivemenl 
de 15 et 35% Tactivite de la 5a-reduclase. A 1 pg/ml, il n'avait pas d'effet. 
10 En conclusion, dans les conditions experimentales relenues, les exlraits 

d'isoflavones de soja el de Serenoa Repens (reference) inhibaient Tactivite de la 
5a reductase. L'extrait dMsoflavones de soja presente une activiie d'inhibition de 
la 5a reductase superieure a celle de Textrait de Serenoa Repens. 

15 2.3. Extrait de Pygeum Africanum 

Dans les cultures temoins, la vitesse de metabolisation de la testosterone etait 
de 9,71 +/- 0,77 pmoles de 5a-DHT formees en 22 heures par puils de culture 
(tableau paragraphe 3.3.)- Celte vitesse etait confomie aux resultats deja obtenus 
au laboratoire. 

20 Les effets des produits a Tessai ont ete compares a ceux obtenus en presence 

du finasteride, utilise comme produit de reference en plus de Textrail de Serenoa 
Repens. 

Le finasteride, teste a 3 et 30 ng/ml, inhibait respectivement Tactivite de la 
5a-reductase de 36 et 65% (tableau!). Ce resuliai etait attendu et valide Tetude. 
25 L'extraii de Serenoa Repens, teste a 10 et 100 Mg/ml, inhibait respectivemenl 

de 15 cl 35% Pactivile de la 5a-reductase. A 1 pg/ml, il n'avait pas d'effet 
(tableau 2). 

L'extrait de Pygeum Africanum, teste a 1, 10 et 100 ng/ml, inhibait 
respectivement de 33, 22 et 30% Tactivite de la 5a-reductase (tableau 2). 
30 En conclusion, les extrails de Serenoa Repens et de Pygeum Africanum 

inhibaient de fa^on quasi identique Paclivite de la 5a reductase. 
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3. Tableaux dc resultats detailles 
3.1. Effel de la g^nistine et de la genisteine sur Tactivitc de la 5a- 
reduclase dans des cultures de fibroblastes dermiques humains 
normaux, apres 24 heures d'incubation 



Produit 


DMSO 




Concentration (jig^'ml) 






]%(v/v) 


0,1 


1 


10 


100 




10,56 


11,72 


9,80 


13,64 


7,12 




12,00 


1 M6 


9,88 


14,12 


8,84 


Genistine 


11,64 


9,36 


10,16 


12.64 


7.20 




ll,40+/-0,75 


1 0,75+/- 1.23 


9,95+7-0,19 


13,47*+/-0,76 


7,72*+/.0,97 




100 


94 


S7 


118 


68 




10.56 


8,04 


7,52 


7.96 


4,24 




12,00 


7,52 


8,56 


8.68 


4,96 


Genisteine 


1 1,64 


7,72 


7,00 


6,88 


4,16 




n,40+/-0.75 


7,76*+/-0,26 


7,69*+/-0,79 


7,84*+/-0,91 


4,45*+/-0,44 




100 


68 


67 


69 


39 



Les resuliats sont exprimes en pmoles de 5a-DHT formees/puits de culture. 
En gras : moyenne el ecart type 

En italiquc : pourcenlage du groupe 'DMSO 0,1% (v/v)* 

♦ : moyenne signifjcativement differcntc du groupe 'DMSO 0,1% (v/v)' 
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3.2 Effci des cxtraits de Sercnoa Rcpcns e! d'isoflavoRes dc soja 
(Ccnosten 4000) sur ractivife de la 5a-reduc<asc dans des cultures 
de fibroblastes dermiques humains normaux apres 22 hcurcs 
d'incubation 



Produit 


DMSO 


Concentration (Mg/ml) 




1% (v/v) 


1 


10 


100 




8,00 


7,72 


6,84 


5,48 




8,92 


9,20 


7,48 


5,68 


Sercnoa Repens 


8,68 


8,08 


7,52 


5,44 




8,53+7-0,48 


8,33+/-0,77 


7,28*+/-0,38 


5,53*+/-0,13 




100 


98 


85 


65 




8,00 




6,24 


7,04 


Extraif 
d'isoflavones de 
soja (Genosten 
4000) 


8,92 
8,68 
8,53+7-0,48 




6,52 
7,12 
6,63*+A0,45 


7,12 
7,12 
7,09*+/-0,05 




100 




78 


83 



Lcs resultals sont exprimes en pmoles de 5a-DHT formees/puils de culture. 

Hn gras : moyenne et ecarl type 

Ln italique : pourcenlage du groupe DMSO 

* : moyenne significalivemeni differente du groupe DMSO (p<0,05) 
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.3. Effet du finasteride e! des exiraits de Serenoa Repens ei Pygeum 
Africanum sur Tactivite de la 5a-r6ductase dans des cultures de 
fibroblastes dermiques humains normaux apres 22 heures 
d^incubation 



3.3,1. Finasteride 



Temoin 


DMSO 


Finasteride (ng/nil) 




l%(v/v) 


3 


30 


9,24 


8,00 


5,52 


2,92 


9,28 


8,92 


5,84 


2.92 


10,60 


8,68 


5,00 


3,00 


9,71*+/-0,77 


8,53+A0,48 


5,45*+/-0,42 


2,95*+A0,05 


IN 


100 


64 


35 



Les resuliats sonl exprimes en pmoles de 5a-DHT formees/puiis de culture. 

En gras : moyenne et ecart type 

En italique : pourcenlage du groupe DMSO 

* : moyenne significativement differente du groupe DMSO (p<0,05) 



3.3.2. Extraits de Serenoa Repens el Pygeum Africanum 



Produit 


DMSO 
iy.(v/v) 


Cot 

1 


iccnuation (|ig 
10 


/ml) 

100 


Serenoa 
Repens 


8,00 
8,92 
8.68 

8,53 +/-0,48 

JOO 


7,72 
9,20 
8,08 

8,33 +/-D,77 

98 


6.84 
7.48 
7.52 

7,28* +A0,38 

85 


5,48 
5,68 
5.44 

5,53* +/-0,13 

65 


Pygeum 
Africanum 


8,00 
8,92 
8,68 

8,53+/-0,48 
JOO 


5,00 
5,64 
6.40 

5,68*+/-0,70 

67 


6,36 
7.28 
6,20 

6,61*+/-0,S8 

78 


5,84 
6,52 
5,60 

5,99*+/-0,48 
70 



Les resuliats sont exprimes en pmoles de 5a-DHT formees/puits de cull 
En gras : moyenne el ecart type 
En italique : pourcentage du groupe DMSO 

* : moyenne significativement differente du groupe DMSO (p<0,05) 
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Exemple 3 : composition d'un shampooing pour cheveux gras. 



Aqua 


q.s.p. 100,000 


Sodium Lauroamphoacetate 


14,000 


Coco-Glucoside 


10,000 


Magnesium Laureth Sulfate 


5,000 


PEG-40 Glyceryl Cocoaie 


3,450 


PEG-150Distearate 


1,850 


Sodium Coceth Sulfate 


1,050 


Citric Acid 


0,450 


Disodium EDTA 


0,300 


Parfum 


0,200 


Methylparaben 


0,160 


Butylparaben 


0.060 


Isoflavone de Soja 


1,000 


Pygeum Africanum 


0,500 



Exemple 4 : composition d'une Emulsion pour peau grasse 

% 



Aqua 


q- 


s.p. 100 


Di-C12-13 Alkyl Malate 




10,000 


Glycerine 




5,000 


PEG-5 Glyceryl Stearate 




3.500 


Glyceryl Stearate 




1,500 


Ceresin 




1,500 


PEG-40 Stearate 




1,500 


Sorbitan Stearate 




1,000 


Zinc PGA 




1.000 


Ceiyl Alcohol 




1,000 


Polyacrylamide 




1,000 


CI 3- 14 Isoparaffin 




0,500 


Parfum 




0,500 


Piroctone Diamine 




0,300 


Laureth-7 




0.125 


Sodium Polyacrylate 




0,065 


Citrate de glycerides de palme hydrogencs 


0,040 


Isoflavone de Soja 




2,000 
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KxcmpU- 5 : composition d'une Emulsion pour pcau grasse 



/o 



5 


Aqua 


q.s.p. 100 




Di-C'i:-13 AlkyI Malate 


10,000 




Glycerine 


5,000 




PFG-5 Glyceryl Stearale 


3.500 




Glyceryl Stearate 


1,500 


10 


Ceres in 


1,500 




PnG";0 Siearate 


1,500 




Sorbitan Stearate 


1,000 




/mc VCA 


1,000 




Cctyl Alcohol 


1,000 


15 


Polyacrylamide 


1,000 




CI 3-1 J IsoparafTin 


0,500 




Parfum 


0,500 




Piruclontr Olamine 


0,300 




Laiirelh-7 


0,125 


20 


Sodium Polyacrylate 


0.065 




Citrate de glycerides de palme hydrogenes 0,040 




Pygeum Africanum 


1.000 




Acide Salycilique 


1,000 



25 



30 



35 
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Revendications 

1 . Utilisation d'au moins un produil choisi dans le groupe constitue par les 
isoflavones, les extraits de prunier d'Afrique el les melanges de ces derniers, pour la 

5 prt^paration d'une composition deslinee a inhiber I'activite de la 5a-reductase. 

2. Utilisation selon la revendication 1, caraclerisee en ce que la composition 
est destinee a inhiber I'isoenzyme de type 1 et/ou I'isoenzyme de type 2 de la 5a- 
rcductase. 

3. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, caraclerisee en ce que le produil 
10 est choisi pamii les isoflavones syntheliques ou d'origine nalurelle. 

4. Utilisation selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caraclerisee en ce que le produil est choisi parmi les isoflavones syntheliques ou 
d'origine naturelles du groupe constitue par les genistine, daidzine, glycitine, 
acctyldaidzine, acetylgenistine, acetylglycitine, malonyldaidzine, malonylgenistine, 
15 malonylglyciline, la 2,4,4*-trihydroxydeoxyben2oine (THB), la daidzeine, la 
genisicine, la glyciieine, la formononectine, la biochanine A, la genistein-4'-0- 
glucoside, la 2*-hydroxygenistein-7-0-glucoside, la genistein-C-8-glucoside el les 
melanges de ces demiers. 

5. Utilisation selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
20 caraclerisee en ce que produil est choisi dans le groupe constitue par la genisline, la 

genisicine et les melanges de ces derniers. 

6. Utilisation selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caraclerisee en ce que le produil est choisi parmi les extraits d'isoflavones du soja. 

7. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, caraclerisee en 
25 ce que le produit est choisi parmi les extraits d'isoflavones du lupin. 

8. Utilisation selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caraclerisee en ce que le produil est utilise selon une proportion comprise entre 
environ 0,001 el environ 100 % en poids, par rapport au poids total de la 
composition. 
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9. Utilisation selon I'une quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que la composition prcparce comprend un excipient 
pharmaceuliquement, dermatologiquement ou cosnieliquement acceptable. 

10. Utilisation selon la revendication 9, caracterisee en ce que Texcipient est 
5 adapte pour une administration par voie topique externe ou par voie reclale. 

11. Utilisation selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que la composition est destinee au iraitement des pathologies et'ou 
des desordres cutanes lies a une exageraiion congenitale ou acquise de I'aclivite de la 
5a-reduc(ase. 

10 12. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 a 10, caracterisee 

en ce que la composition est destinee au traiiement de Thypeilrophie proslatique. 

13. Utilisation selon Tune quelconque des revendications l a 10, caracterisee 
en ce que la composition est destinee au iraitement de Tadenome proslatique. 

14. Utilisation selon Tune quelconque des revendications l a 10, caracterisee 
15 en ce que la composition est destinee au traiiement de Tacne. 

15. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 1 a 10, caracterisee 
en ce que la composition est destinee au Iraitemeni de rhyperseborrhee. 

16. Utilisation selon I'une quelconque des revendications I a 10, caracterisee 
en ce que la composition est destinee au iraitement de I'alopecie. 

20 17. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 10, caracterisee 

en ce que la composition est destinee au iraitement de Thirsutisme. 

18. Methode de iraitement cosmetique de la peau grasse, caracterisee en ce 
qu'on applique sur la peau une composition cosmetique contcnant au moins un 
produit lei que defmi a Tune quelconque des revendications 1 et 3 a 7. 

25 19. Methode de Iraitement cosmetique de la chute des cheveux, caracterisee 

en ce qu'on applique sur le cuir chevelu une composition cosmetique conlenanl au 
moins un produit tel que defini a Tune quelconque des revendications 1 el 3 a 7. 

20. Methode de iraitement cosmetique de Texces de pilosiie, caracterisee en 
ce qu'on applique sur les zones de la peau presenianl des exces de pilosite une 

30 composition cosmetique conlenanl au moins un produil tel que defmi a Tune 
quelconque des revendications 1 et 3 a 7. 
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21. Methode de traitement cosmetique selon I'une quelconque des 
revendications 18 a 20, caracterisee en ce que ledit produit est present dans la 
composition selon une proportion comprise entre environ 0,001 et environ 100 % en 
poids, par rapport au poids total de la composition. 
5 22. Methode selon I'une quelconque des revendications 18 a 21, caracterisee 

en ce que la composition cosmetique contient en outre au moins un excipient 
cosmetiquement acceptable. 

23. Utilisation d'au moins un produit tel que defmi a I'une quelconque des 
revendications 1 et 3 a 7, en tant qu'additif dans un aliment pour I'etre humain eL'ou 

10 I'animal. 

24. Utilisation selon la revendication 23, caracterisee en ce que le produit est 
present dans I'aliment selon une proportion comprise entre environ 0,001 et environ 
100 % en poids, par rapport au poids total de I'aliment. 

15 



20 



25 
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54 USE OF ISOFLAVONES AND/OR EXTRACTS OF THE AFRICAN PLUM TREE IN 
PHARMACY, COSMETICS AND AS FOOD ADDITIVES. 

57 The present invention relates to the utilization of at least one product selected from the group 
consisting of the isoflavones, extracts of the African plum tree and mixtures thereof, for preparation of a 
composition to inhibit the activity of 5a-reductase. This is allows one to achieve remarkable inhibition of the 
activity of 5a-reductase and provides a new answer for treating skin pathologies and/or disorders related to a 
congenital or acquired exaggeration of the activity of 5a-reductase, in particular for the treatment of prostate 
hypertrophy, prostate adenoma, acne, hyperseborrhea, alopecia, and hirsutism. The invention relates also to 
cosmetic treatment methods, in particular for oily skin, as well as utilization as additives for human or animal 
food. 



The present invention relates to the utilization of at least one product selected from the 
group consisting of the isoflavones, extracts of the African plum tree and mixtures thereof, for 
preparation of a composition to inhibit the activity of 5a-reductase, in particular for the treatment of 
prostate hypertrophy, prostate adenoma, acne, hyperseborrhea, alopecia, and hirsutism. 

The invention relates also to cosmetic treatment methods, in particular for oily skin, as well 
as utilization as additives for human or animal food. 

5a-reductase is an NADPH dependent microsomial enzyme which exists in the form of two 
isoenzymes synthesized by two different genes. 

The Type 1 isoenzyme of 5a-reductase is found essentially in the Uver and the skin, more 
particularly in the non- genital sebaceous glands of the skin and of the scalp, and appears at puberty. 
The Type 2 isoenzyme occurs predominantly in the prostate and at the surface of the skin in 
different sexual locations: the genital region, beard and it plays a role ia sexual differentiation. The 
distributions of the Type 1 and 2 isoenzymes of 5a-reductase, at the skin level and the cutaneous 
appendages of men, are illustrated in Table I below. 

There exists a certain number of pathologies for which an exaggeration of 5a-reductase 
activity is responsible for all, or a majority, of the troubles observed. 

In the case of men, for example, the 5a-reductase enzyme, which is localized principally in 
the genital tissues, and in the skin, catalyzes the hydroxylation of testosterone to 5a-reductase 
dihydrotestosterone (DHT). Then, since the DHT is an androgen that is much more active than 
testosterone (about 2x), its effects are ampUfied in the tissues where DHT is produced. Too high an 
activity of 5a-reductase thus causes androgen levels in the form of DHT to be too elevated in the 
prostate, and over- stimulation of the latter translates into an undesirable increase that can lead to the 
pathology of prostatic hypertrophy, and even to prostatic adenoma which usually necessitates 
surgery. 




Table 1: Distribution of Type 1 and Type 2 Isoenzymes of 5a-Reductase at the Skin 
Level and Cutaneous Appendages of Men 







H5-arl 


H5-ar2 


EPIDERMIS 


basal-cell layer 




+ 




spinal layer 


+ 


++ 




granular layer 


+ 


- 




homy layer 


- 


- 


CORIUM 


fibroblasts 


++ 


- 


SEBACEOUS 


basal cells 


++ 


+ 


GLANDS 


glandular cells 


++ 




SUDORAL ECCRINE 


excretory duct 






GLANDS 


epithelial cells 


++ 






myoepithelial cells 


-H- 




HAIR FOLLICLE 


cutaneous or demial papilla 


4- 


+? 




matrix cells 


-H- 


+ 




internal epithelial sheathing 


± 


+++ 




external epithelial sheathing 








arector muscle 







Other dermatological-type pathologies may be observed in both men and women as a result 
of over-activity of 5a-reductase, namely, in particular, acne, hirsutism or again alopecia. 

In the skin, 5a-reductase activity is greater in the sebaceous gland than in other structures. 
Moreover the seborrhoeic glands have a greater 5a-reductase activity than cells in other regions of 
the skin. Consequendy, the level of physiological sebaceous secretion appears to be directly related 
to the activity of this enzyme. 

In the case of acne, 5a-reductase hyperactivity exists. More than an increase in the level of 
androgens in the serum, there is an increase in the DHT precursor level, a principal factor in the 
sebaceous function that participates in acne. 

Oily skin or seborrhea, apart fi"om its unsightly appearance, is an area where compHcations 
can arise. It strikes areas where there are numerous sebaceous glands and leads principally to 



androgenic over- stimulation of sebaceous production by these particular glands. Hyperseborrhea 
participates in the occurrence of the lesions common to acne. 

The Type 1 isoenzyme of 5a-reductase is found in the scalp in the region of the sebaceous 
glands as well as in the hair follicle region. The Type 2 isoenzyme of 5a -reductase is localized 
predominantly at the level of the internal epithelial sheath as well as at the level of the Dermal Papilla 
of the hair. However, the latter localization has not yet been precisely confirmed. 

Androgenic alopecia whose physiology is very close to that of acne is the most common 
form of alopecia, and without any doubt the one having the strongest demand for therapy. 5a- 
reductase appears to play a primary role in this pathology. In fact men having a genetic lack of Type 
2 isoenzyme do not develop androgenic alopecia. 

Taking into account that which has gone before, research has been oriented towards 
developing 5a-reductase inhibitors. Certain steroids like progesterone have been tested in this 
connection, but rapid metabohsm renders them ineflFective in vivo. To be active, the 5a-reductase 
inhibitor must be sufficiently stable to block in vitro enzyme activity. Finasteride, a competitive 
steroid I inhibitor fulfills this condition, but it is more active on the Type 2 isoenzyme than on the 
Type 1 isoenzyme and these two isoenzymes are only 50% homologic in their amino acid 
sequence. Finasteride has therefore already been tested above all in benign hyperplasia of the 
prostate. 

Meanwhile, equally known as an inhibitor of 5a-reductase, the extract of Serena Repens 
has advantages relative to finasteride in that it has a natural origin, the plant extract permitting a 
better comparison to the naturally occurring products that have been tested. Serena Repens, also 
known as Sabal Semilanum, is a small palm tree that is found in the United States (Florida), in 
North Afiica, and in Spain. 

It has now been found in a most surprising and unexpected manner that the use of certain 
con5X)unds of plant origin permits a remarkable inhibition of the activity of 5a-reductase, providing 
in particular a new approach for treating the pathologies and/or dermatological disorders described 
above. 

The present invention thus relates to the utilization of at least one product selected fi^om the 
group comprising the isoflavones, extracts of the Afiican plum tree and mixtures thereof, for the 
preparation of a composition to inhibition of the activity of 5a-reductase. 

According to the invention, the expression above "and mixtures thereof encompasses 
especiaUy mixtures of isoflavones, mixtures of the Afiican plum tree as well as mixtures of extracts 
of the Afiican plum tree. 

In particular, utilization according to the invention is characterized in that the composition is 
intended to inhibit the Type 1 isoenzyme and/or Type 2 isoenzyme of 5a-reductase. 



The isoflavones utilizable according to the invention may be obtained by chemical synthesis 
or are natural substances extracted from natural products, in particular from plants. 

The aglycone and glycoside forms of the isoflavones are distinct from each other. These 
diverse forms are illustrated by the following formulas. 

Aglycone forms, of formula 

see original (I) 



wherein Ri , R2 and R6 represent: 



Ri 


R2 


R« 


Compound Name 


H 


H 


OH 


Daidzein 


OH 


H 


OH 


Genistin 


H 


OCH3 


OH 


Glycitein 


H 


H 


OCH3 


Formononectin 


OH 


H 


OCH3 


Biochanin A 



Glycosylic forms, of formula 

see original (II) 



where R3 , R4 and R5 represent: 



R3 


R4 


Rs Compound Name 


H 


H 


H 


Daidzin 


OH 


H 


H 


Genistin 


H 


OCH3 


H 


Glycitin 


H 


H 


COCH3 


Acetyldaidzin 


OH 


H 


COCH3 


Acetylgenistin 


H 


OCH3 


COCH3 


Acetylglycitin 


H 


H 


COCH2COOH 


Malonyldaidzin 


OH 


H 


COCH2COOH 


Malonylfgenistin 


H 


OCH3 


COCH2COOH 


Malonylgjycitin 



One may also cite: 



- Genistin-4'-0-glycoside of formula: 

see original (III) 

- 2'-hydroxygenistin- 7- 0- glycoside of fomiula: 

see original (TV) 

- genistin-C-8-glycoside of fomiula: 

see original (V) 

- 2,4,4 '-trihydroxydeoxybenzoin (THB) of fomtiula: 

see original (VI) 

The glycosylic fomns of the isoflavones are hydrolyzed by action of die beta- glycosides. The 
glycosylic fomis (daidzin and genistin) and acyclics are the most abundant Acid or enzymatic 
hydrolysis can render the conjugated forms of daidzein and genistin more absorbable. 

Utilization according to the invention is characterized in that the product is selected 6om 
synthetic or natural isoflavones, ftom the group consisting of genistin, daidzin, glycitin, acetyldaidzin, 
acetylgenistin, acetylglycitin, malonyldaidzin, manolgenistin, manolylglycitin, the 2,4,4*- trihydroxy 
deoxybenzoin (THB), daidzin, genistin, glycitein, formononectin, biochanin A, genistin-4-0- 
glycoside, 2*-hydroxygenistein-7-0-glycoside, genistein-C-8-glycoside, and mixtures thereof 



In particular, it is preferred according to the invention to utilize a product selected from the 
group consisting of genistin, genistin and mixtures thereof 



No soxirces are known that are richer in isoflavones than soybean. The purification methods 
for isoflavones derived fi-om soybean, in particular the seeds, soybean germ, soybean milk among 
which the grindings and molasses and the fermented products (in particular Tofii and Tempeh) are 
well known in the trade. 

Table 2 below illustrates the isoflavone content (micrograms/gram) of soybeans from 
harvests in Iowa (Wang and Murphy, "Isoflavone Composition of American and Japanese 
Soybeans in Iowa": Effects of Variety, Crop Year and Location", J. Agric, Food Chem. 1994, 42, 
1674-1677). 

Table 2: Examples of Isoflavone Content in Soybeans 

Aglycone forms ug/g/of Dry Extract 

Daidzin 7-60 

Genistin 17-56 

Glycitein 20-24 
Glycated Forms 

Daidzin 180-780 

Genistin 325-850 

Glycitin 53-70 

6"-0-malonyidaidzin 121-410 

6"-0-malonyl^nistin 290-958 

6"-0-malonylglycitin 6 1 -72 

6"-0-acetyldaidzin trace 

6"-0-acetylgenistin 2- 1 0 

6"-0-acetylglycitin 23-36 

The soybean germ is the richest source of isoflavones. 

Regarding soybean milk, it is traditionally obtained warm by grinding the beans after peeling, 
in an alkaline medium. A thermal treatment is carried out to inhibit antitripsic 
factors. 



The quantities of isoflavones occurring in soybean milk are variable. Table 3 below 
illustrates the isoflavone contents of soybean milks. 



Table 3: Examples of Isoflavone Levels in Soybean MUk 

Aglyconic Form ug/g of dry extract mg/1 of Soybean 



E)aidzin 


18 


1.4 


Genistin 


19 


1.5 


Glycitein 


10 


0.8 


Glycated Forms 






Daidzin 


410 


33 


Genistin 


710 


57 


Glycitin 


65 


5 


6"-0-malonyidaidzin 


690 


55 


6"- 0 - malonylgenistin 


871 


70 


6"-0-nialonylglycitin 


39 


3 


6"-0-acetyidaidzin 


22 


18 


6"-0-acetylgenistin 


820 


66 


6"-0-acetylglycitin 


89 


7 



The grindings or molasses resulting fiom the production of Soybean milk represent equally a 
source of soybean isoflavones. 

The term "extracts of soybean isoflavone s" is understood, according to the invention, to 
include soybean isoflavone extracts obtained from the different soybean products described above 
(seeds, soybean, germed soybean, soybean milks, including grindings and molasses, and fermented 
products (in particular Tofu and Tempeh)), products which have possibly been further purified 
and/or concentrated to increase their isoflavone content, according to methods known to those 
skilled in the art 

Utilization according to the invention is thus equally characterized in that the product is 
selected from extracts of soybean isoflavones. 



In particular, a soybean isoflavone extract commercialized by the Nutrinov firm under the 
label Genosten 4000® may be cited. It consists of a soluble soybean extract enriched in isoflavones 
obtained after repeated concentration of soybean molasses. This procedure does not require any 
organic solvent. The analytical values for this product are given later. 

Lupine (lupinus) is also an interesting natural source for isoflavones. One may cite in 
particular the 'yeUow lupine" variety in the shoots of which glycated genistin isoflavones have been 
identified, in particular, 2'-hydroxygenistin-7-0-glycoside, genistin-4'-0-glycoside and genistin-C-8- 
glycoside whose respective formulas are given in (Rafal Franski et al, Apphcation of Mass 
Spectrometry to Stmctural Identification of Flavonoid Monoglycosides fi'om Shoot of 
Lupm7(Lupinus Luteus Ly\ Acta Biochimica Polonica, vol. 46, No. 2/1999, 459-473). 

Utilization according to the invention is thus also characterized in that the product is selected 
firom the isoflavone extracts of Lupine, that is to say, by analogy with the above definition for the 
isoflavone soybean extracts, among the isoflavone extracts obtainable fix)m lupine products. 

Extracts of the Afiican plum tree or "Pygeum Africanum " are well known to those skilled 
in the art.. They are derived principally fi^om the bark of the Afiican plum tree. It is concerned with 
sterol extracts of the Afiican plum tree, such as those commercialized by the firms Euromed and 
Indena under respective listings '*Pygeum " and Prunus Africana Physicochemical 
characteristics of these two extracts are given in the following examples. 

According to the invention one utilizes in particular the product described above , under the 
form of soybean isoflavone(s), extract(s) of the African plum tree, or a mixture of the latter, in 
proportions between about 0.001 and 100 wt % (utilization of the purest possible form of the 
product)", preferably between about 0.01 and 70 wt %, and more particularly still between about 
0. 1 and 10 wt %, in relation to total weight of the composition. 

The composition prepared by utilization according to the invention can in addition contain a 
pharmaceutical, dermatological or cosmetically acceptable excipient. One can utilize any excipient 
adapted for galenical forms known to one skilled in the art, for topical, oral, enteral or parenteral, 
and in particular rectal administration. 

In particular, this excipient may be adapted to obtain a composition in the form of an oily 
solution, a water- in-oil emulsion an oil- in- water emulsion, a microemulsion, an oily gel, an anhydrous 
gel, a cream, a dispersion of droplets, of microcapsules or miocroparticles, or again gels, or soft 
gelatinous or vegetable capsules. 

Preferably, an excipient adapted for topical or rectal administration is utilized. 

The advantageous effect of inhibiting the activity of 5a-reductase provided, according to the 
invention, allows one to tailor the composition thus prepared for therapeutic treatments, in particular 
dermatological, and cosmetic. 



Utilization according to the invention is thus characterized in that the composition is intended 
for the treatment of pathologies and/or skin disorders related to a congenital or acquired 
exaggeration of the activity of 5a-reductase. 

In particular, utilization according to the invention is characterized in that the composition is 
intended for treatment of prostatic hypertrophy. 

Utilization according to the invention is further characterized in that the composition is 
intended for treatment of prostatic adenoma. 

Utilization according to the invention is also characterized in that the composition is intended 
for treatment of acne. 

Utilization according to the invention is also characterized in that the composition is intended 
for treatment of hyperseborrhea 

Finally, utilization according to the invention is also characterized in that the composition is 
intended for treatment of alopecia. 

Utilization according to the invention is also characterized in that the composition is intended 
for treatment of hirsutism. 

An object of the present invention is also a cosmetic treatment method for oily skin, 
characterized in that one apphes to the skin a cosmetic composition containing at least one product 
selected from the group containing isoflavones, extracts from the African plum tree and mixtures 
thereof such as described above. 

The invention moreover has as its object a cosmetic treatment method for loss of hair, 
characterized in that one apphes to the scalp a cosmetic preparation containing at least one product 
selected from the group comprising the isoflavones, extracts of the African plum tree and mixtures 
thereof as described above. 

Finally the invention likewise has the object a cosmetic treatment method for excessive 
hairiness, characterized in that to areas of the skin that have excessive hairiness one apphes a 
cosmetic preparation containing at least one product selected from the group comprising the 
isoflavones, extracts of the African plum tree and mixture thereof, such as described above. 

In fact, in contrast to hormonal medical treatments, the last two cosmetic treatment methods 
allow one to improve one's appearance by visibly decreasing the unsightly phenomena of hair loss 
related to alopecia and the phenomena of excess hairiness related to hirsutism. 



According to the preferred use of these cosmetic treatment methods, the product is present 
in the preparations according to proportions between about 0.001 and about 100 by weight 
(utilized in the pure state if possible, without excipient), and preferably between about 0.1 and 10 wt 
% in relation to total weight of the preparation. 

Advantageously, the cosmetic preparation applied according to the cosmetic method of the 
invention additionally contains at least one cosmetically acceptable excipient such as described 
above. 

Finally, the invention has another purpose, the utilization of at least one compound selected 
from the group comprising the isoflavones, extracts from the African plum tree and mixtures thereof 
as described above, as an additive to human or animal food. This food use is characterized 
preferably in that the additive is present in the food in a proportion between about 0.001 and about 
100 wt %, preferably between about 0.01 and about 70 wt %, and more particularly between 
about 0. 1 and 10 wt %, in relation to the total weight of the food. 

The following examples are intended to illustrate the present invention and must not in any 
case be interpreted as hmiting its scope. 

Unless otherwise indicated the percentages indicated are the percentages by weight. 

Example 1: Evaluation of the Inhibiting Activity of 5a -Reductase Activity by 
Measuring the Quantity of S-Dihydrotestosterone Formed from Testosterone by DU145 
Cells. 

1. Material and Methods 

1.1 Material 

Prostatic DU145 cells are products of a tumor line obtained fi-om a prostate carcinoma (No. 
ATCC HTB 81). The MEM medium (ref 0410265), the glutamin and the gentamycin are from 
Gibco, The fetal calf serum (SVF) comes from DAP and is utilized uncomplemented 
(45 mm at 56 °C). The plastic containers for the culture (boxes and slides) come from Costar. The 
testosterone comes from Sigma. 

1.2 Method 

1.2.1 Preparation of the Series of Products 

A 10 mg/ml mother solution in ethanol is prepared for each of the products being tested. 



The following range of concentrations is utilized for the tests: 0,5, 50, 100 and 500 
micrograms/ml. (Dilution carried out in the culture medium). The volume of extract added per dish 
being 20 micrometers/dish. The prepared solutions are concentrated 50x. 

Preparation of the Testosterone 

A mother solution of 10 mM testosterone is prepared in ethanol. At the moment of its use, 
this solution is diluted to 1:1000 in the culture medium and 10 microhters are added per dish. 

1.2.2 Inhibition Test of DU145 by 5a -Reductase 

The DU145 prostate cells are cultivated at 37 °C, 5% CO2 in an MEM medium containing 
glutamine (2 mM), gentamycin (50 micrograms/ml) and 10% SVF, The sub-culture level is 1:10. 

Before starting the test, the cells are put into the culture in the shdes, 6 dishes amounting to 2 
X 10^ DU145 per dish/1 ml of medium containing only 1% of SVF. The cells are kept for 3 days at 
37 **C, 5% CO2 . The day of the test, the culture medium contained in the dish is replaced by new 
medium containing 1% of SVF testosterone (0.1 micromolar final) and the extracts are added at 
different concentrations to the medium in the amount of 10 to 20 microhters per dish, respectively. 
(The control dishes correspond to cells incubated in the presence of testosterone and an equivalent 
amount of ethanol. This permits one to subtract the effect of the solvent on the cultures and to 
determine the percentage of DHT formed in the absence of the inhibitor). The cells are then 
incubated at 37 °C, 55 CO2 . At the end of 3 hours, the supernatant culture is collected and firozen 
at - 80 °C until dosing is carried out. 

Determination of Amount of DHT Formed 

Principle: extraction of Upophihc product with ether, concentration of the samples in DHT by 
affinitive chromatography and radio- immunoassay. 

Preparation of the Samples 

- Alter having rotary agitation the samples are introduced into SEPEX flasks 

- To each solution is then added 0.1 ml of the radioactive solution "3H-Rdt" (for evaluation of the 
extraction yield).The flasks are stoppered and re-agitated one by one in the rotary agitator. 

- Let stand for 30 minutes at room temperature, then agitate each flask again in the rotary agitator. 
-Add 5 ml of ethyl ether to each flask. 

- Stopper the flasks and agitate them manually, but energetically. 



- Let stand for several minutes. 

- Freeze the aqueous phases at -30 °C for at least 1 hour. 

- Collect the ethereal phase in a 5 ml borosilicate test tube 

- Totally evaporate the ether phase using a water bath evaporator at 37 ''C. 
Separation of the DHT 

• Preparation of the columns: Prepare the columns in 5 ml glass culture pipettes v^ith 10 cm of 
chromatohte A 

• Rinsing of the columns: 3 times v^th 3 ml of pure isooctane combitips with simple gravity flow. 

• Elution of the dry ethereal extract. 

- To each dry extract is added 1 ml of pure isooctane and is stirred vigorously. Let stand for 15 
minutes at ambient temperature. Restir using rotary agitator. 

- After the 3 ml of isooctane has been eluted, (washing of the column) decant the dry ether extract 
to which the isooctane was added. Allow it to elute. 

- Rinse each tube "extra dry" with 1 ml of pure isooctane combitips {translator: word combitips 
not found in dictionary), agitate vigorously using the rotary agitator. Let stand for 15 minutes at 
ambient temperature. Agitate again using the rotary stirrer. 

- Wash wath 4 ml of pure isooctane. 

• Collection of the DHT 

- Prepare the elution solvent (mixture of 6% isooctane/diethyl acetate: 94/6 (v-v). 

- Elute with 6 ml (pipette) of this mixture. 

- Recover the DHT washings in the 5 ml borosiUcate test tubes. 

- Treatment of the DHT washings: Evaporate the eluant solvent using the water bath evaporating 
system (37 ''C). 

RIA Dosage 



• Distribution protocol: Dissolve the samples in 0.15 ml of RC buffer, the blank with 1 ml of Rcet 
buffer , the controls in 0.5 ml of RC buffer.. Place in the oven at 37 °C for i 5 minutes. Agitate 
the tubes again for 1 minute after removing from the oven. 

Put into the 5 ml glass hemolysis tubes in the following order 

* Buffer Total Activity (AT): 0.7 ml of RC buffer, Non Specific Activity (N): 0.2 ml of RC 
buffer. Series: only point 0 in the series (designated BO) has 0. 1 ml of RC buffer, 

* Standard solution (1000 at 7.8 pg/tube): 0.1 ml of the respective standard solution. 

* 0.1 ml of the extract dissolved in the buffer 

- Then, distribute the anti-serum: 0. 1 ml in all the tubes except AT and N. 

- Then distribute the "3HD" dosing solution: 0.1 ml in all the tubes. 

- Stir with the rotary agitator and cover with a parafilm. 

- Incubate at 4 °C for 1 h 30 min (24 h maximum). 

• Preparation of cabon-dextran: Put the carbon- dextran suspension into a beaker, then into an ice 
bath at 4 ^C, for at least 1 h 30 min. 

• Yield of DHT purification 

- hito 6 small scintillation vials (3 per series) place : 0.4 ml of RC buffer + 0.1 ml of "3H-Rdt" 
solution (flask in refiigerator fit)m day 1 ). Blanks: put 0.5 ml of reconstituted dry extract for the 
blank. Samples and controls: put together 0.25 ml of RC buffer + 0.25 ml of the extract. 

- Add 5 ml of scintiyUation liquid to all of the vials. 

Separation of the fi-ee DHT fi"om that bound to the antibody 

- Place the magnetically stirred carbon- dextran suspension into an ice bath 

- Agitate using the rotary agitator, put the tubes back into the ice bath. Wait exactiy 10 minutes. 
Centrifuge at 4 °C, 3400 ipm for 1 1 min 

- Pipette 0.5 ml of each supematant (including AT) into a small graduated vial 

- Add 5 ml of scintiDation Uquid. Agitate, Let equilibrate for 30 min at ambient temperature. 

- Place in the counter for 2 min with the p (Beckman LS 6000 SE) 

2. Analytical Product Test Results 

2.1 The isoflavones soybean extracts tested, denominated Genosten 4000 were furnished 
by the Nutrinov firm. 

Description: Soluble soybean extract enriched in isoflavones obtained by a physical extraction 
technique, using organic solvents. 

Physicochemical Characteristics', 

Density 400 g/1 

Humidity < 5% 

pH (aqueous 4% solution) 8 

Solubility in water 1 00% 



Composition: 

Proteins 11% 

Lipids <0.5% 

Carbohydrates 60% 

Sodium ISOOmg/lOOg 

Calcium < lOOmg/lOOg 

Potassium 5500 mg/1 OOg 

Phosphorus 300 mg/lOOg 

Isoflavone Composition: 

Total isoflavones: 4000 ± 200 mg/1 OOg 

Standard profile: 

Daidzin 200 
Genistin 280 
Malonyldaidzin 900 
Malonylgenistin 2080 
Daidzin 30 
Genistin 10 

2.2 Extract of Pygeum Afticanum tested was fiimished by the firm Euromed. 
Description: Lipido-sterohc extract of Pygeum Afiicanum produced fi-om Pygeum baric. 
Physicochemical Characteristics: 

Appearance Viscous maroon colored pate, with a 

characteristic odor 

Solubihty Insoluble in water, soluble in 

chloroform 

Loss on drying 3% max. 

Ash content 0.4% max 

UV Absorption Maxima at 242; 282 and 320 nm 

Chemical Composition 



Acidity index 



39 mg KOH/g 



Fatty Acids (%) 



C12:0 
C16:0 
CI 8:0 
C18:l 
CI 8:2 
C18.3 



0.3 

44.6 

5.6 

36.6 

9.8 

0.6 



Non-saponifiable content 



17.6% 



Sterols 



14.7 



3. Results - Evaluation of Conversion of Testosterone to 5-Dihydroxytestosterone 
by DU145 Ceils - IC 50 Determination 



4. Conclusions 

The extract from Serenoa Repens, chosen as a reference substance inhibits the activity of 
5a-reductase. This result serves therefore to validate the test. 

The isoflavone extract fix)m soybeans, having a smaU isoflavone content (4%) is as active as 
that extracted from Serenoa Repens, chosen as reference substance for inhibiting the activity of 5a- 
reductase. The extract from Pygeum Afiicanum tested is active as a 5a-reductase inhibitor. 



Table 4 



Product Tested 



IC50(ug/mn 



Isoflavone extracted from soybeans (Genosten 4000) 
Extract from Pygeum Afiicanum 
Serenoa Repens 



71 

203 

60 



Example 2: Evaluation In 3HD Vitro of 5a -Reductase Activity for Conversion of 
Testosterone into 5a-Dihydroxytestosterone in Normal Human Dermal Fibroblast 
Cultures. 

Abbreviations utilized in the following: 



It is proposed to evaluate the effect on 5a-reductase activity of products such as a soybean 
isoflavone extract (Genosten 4000, described below), genistein, genistin (purified isoflavones, 
commercial products from Sigma) an extract from Pygeum Afiicanum, an extract from Serenoa 
Repens selected as a reference. An in vitro model of nonnal human dermal fibroblast cultures has 
been employed. 

1. Materials and Methods 

1.1 Test Products, Reference Product, and Reagents 

The. products for testing have been fiimished by EXPANSCIENCE and have been 
maintained at + 4 °C up to the time of their use. 

The radioactively labeled testosterone (labeled vwth tritium in positions 1, 2, 6 and 7, having 
a specific activity of 79 Ci/mmol) was fiimished by AMERSHAM, the unlabeled testosterone was 
fiimished by Sigma. 

The analytical grade reagents came from SIGMA, MERCK, BDH, ALDRICH or CARLO 
ELBA, unless otherwise indicated. 

1.2 Test System 

The fibroblast culture medium (MCF) consisted of MEM/Ml 99 (3:1, v/v) with additions of 
penicillin (50 Ul/ml), streptomycin (50 }ig/ml), sodium bicarbonate (0.2%, p/v) and SVF (10%, 
v/v). 



CCM 
Ci 

DMSO 

Ml 99 

MCF 

MEM 

MIF 

Rf 

SVF 

5a-DHT 



Tritium 

Thin layer chromatography 
Curie 

Dimethyl sulfoxide 

Name given to a standard culture 

Fibroblast culture medium 

Name given to the culture. Minimum Essential Medium 

Fibroblast incubation medium 

Relative retention factor 

Fetal calf serum 

5 a - dihydroxytestosterone 



The test system consisted of normal human demial fibroblasts cultivated in a 
single layer. The fibroblasts had been isolated firom a 51 year- old woman's abdominal plastic 
surgery residue (subject BIOPREDIC No. 10013). The cells have been utilized at the fifth passage. 
The cells have been cultivated up to the confluence of single layers in an MCF medium at 37 in a 
constant humidity atmosphere containing 5% CO2 . 

L3 Preparation of Incubation Products with the Test System 

The fibroblast incubation medium (MIF) consisted of MCF with added tritiated testosterone 
(1 .6 X 10'^ equivalent to 6.32 ^iCi/ml) and unlabeled testosterone (3.84 x 10"^ M). 

The test products and the finasteride have been dissolved in DMSO before being diluted in 
the incubation medium. The final concentration in DMSO was maintained constant and equal to 1% 
(v/v) for each dilution of the test products and the reference product. 

Timeline: 

T.2 To T22 

• • — • hours 

U it * 

U : elimination of the MCF medium 

tl: pre- incubation of test products and the reference product prepared in the MCF medimn 
i : elimination of the MCF medium containing the test products or the reference product 
T: incubation of the test products and the reference product prepared in the MIF medium 
*: determination of 5a-reductase activity 

The fibroblast cultures have been pre- incubated for 2 hours in the presence of either the test 
products or the reference product, before addition of the testosterone substrate. For diis stage, the 
test products and the reference products have been prepared in the MCF mediimi. 

After pre- incubation, the fibroblast cultures have been incubated in the presence of test 
products or the reference product for 22 hours (or 24 hours where indicated under results) at 37 **C 
in a humid atmosphere containing 5% CO2 . The comparison cultures have been incubated in the 
MIF medium in the absence of reference test products. The cultures (compare DMSO) have been 
incubated in the MIF medium containing 1% v/v) of DMSO. 

Each experimental condition was tested in triplicate. 



1.4 Evaluation of the Effects 



After the incubation period, the cells have been submitted to ultrasound in the MIF 
medium., The cellular lysates thus obtained have been extracted using dichloromethane. After 
evaporation, the dry residues have been dissolved in methanol and have been deposited on silica 
slides 6OF254 (MERCK, reference 5554). 

Non radioisotope- labeled standards, testosterone, 5a-dihydrotestosterone and 
androstenedione have been deposited on each of the shdes. 

The migration solvent was a mixture of dichloromethane and ether (7:3, v/v). At the end of 
the migration the silica slides have been read using a radioactivity scanner (BERTHOLD). 

The non radioisotope- labeled standards were treated by spraying 5% sulftiric acid onto the 
chromatographic slides and subsequently heating them to 100 for 10 minutes. 

Comparison of the Rf (relative retention factor) values determined for the standards with 
those obtained for the different radioactive metabolites permitted identification of the latter. 

The metabolysis of testosterone to 5a-dihydrotestosterone has been calculated under the 
different experimental conditions: the results (peak areas from 5a-dihydrotestosterone counted by 
the BERTHOLD scanner) have been expressed in pmoles of 5a-dihydrotestosterone formed for 
each culture dish. They have also been expressed as percentage of the 5a-dihydrotestosterone 
activity present in the "DMSO comparison" group. 

2.5 Treatment of the Results 

The groups of results (control groups and treated groups) have been treated by means of an 
analysis of the single factor variance (ANOVA 1, p<0.05) followed by a DUNNETT test 
(p<0.05). The effect of the test products and the reference product have been compared to the 
"DMSO comparison". The effect of the test products and the reference product have been 
compared between themselves by means of an analysis of the variance to two factors (ANOVA 2, 
p<0.05, factor 1 = concentration and factor 2 = treatment). 

2. Results and Discussion 

The detailed results are reported in paragraph 3, below. 



2.1 Genistin and Genistein 



In the samples "comparison DMSO" (0.1% v/v), the rate of metabolysis of testosterone 
was 1 1 .40 ± 0.75 pmoles of 5 -DHT formed in 24 hours in each culture dish (see table in 
paragraph 3.1). This rate was in agreement with previously obtained laboratory results. 

Genistin, tested at 0. 1 ; 1 and 10 |ig/ml, significantly inhibited (p<0.05) by 32% the activity 
of 5a-reductase. At 100 )ig/ml, it significantly inhibited (p<0.05) by 32% the activity of 5a- 
reductase. 

Genistin, tested at 0.1 ; 1 and 10 |lg/ml, significantly inhibited (p<0.05) by 32 %; 33% and 
31% respectively the activity of 5a-reductase. At 100 fig/hd, it significantly inhibited the 5a- 
reductase activity, by 61%. 

Li conclusion, Genistein is distincdy more active than Genistin. 

2.2 Extract of Soybean Isoflavones 

In the comparison cultures the rate of testosterone metabolysis was 9.71 ± 0.77 moles of 
5a-DHT fornied in 22 hours per culture dish (see Table in paragraph 3.2). This rate is consistent 
with results obtained previously in the laboratory. 

The soybean isoflavone extracts tested at 10 and 100 |ig/ml, inhibited the activity of 5a- 
reductase by 22 and 17% respectively. 

The extract of Serenoa Repens tested at 10 and 100 |i.g/ml inhibited the activity of 5a- 
reductase by 15 and 35%, respectively. At 1 |ig/ml it did not have any effect 

In conclusion, under the different experimental conditions, the soybean isoflavone extracts of 
Serenoa Repens (reference) inhibited the activity of 5a-reductase. The isoflavone extracts firom 
soybean had a higher inhibiting activity for 5a-reductase than that of the Serenoa Repens extract. 



2.3 Extract of Pygeum Africanum 

In the comparison cultures the rate of metabolism of testosterone was 9.71 ± 0.77 moles of 
5a-DHT formed in 22 hours per culture dish (see Table in paragraph 3.3). This rate is consistent 
with results obtained previously in the laboratory. 

The effects of the test products have been compared to those obtained in presence of 
finasteride, utilized as a reference product, as well as the extract of Serenoa Repens. 



The finasteride, tested at 3 and 30 ng/ml inhibited the activity of 5a-reductase by 36 and 
65% respectively (Table 1). This result was anticipated and serves validates the study. 



The extract of Serenoa Repens, tested at 10 and 100 |Xg/nil inhibited the activity of 5a- 
reductase by 1 5 and 35% respectively. At 1 |Lig/ml, it had no effect (Table 2). 

The extract of Pygeum Afiicanum, tested at 1 , 10 and 100 |ig/nil inhibited the activity of 
5a-reductase by 33, 22 and 30% respectively (Table 2). 

In conclusion, the extracts of Serenoa Repens and Pygeum Afiicanum inhibited the 
activity of 5a-reductase in an abnost identical fashion. 

3. Detailed Tables of Results 

3.1 Effect of Genistin and Genistein on Activity of 5a -Reductase in 
Normal Human Fibroblast Cultures, after 24 hours Incubation 



Product DMSO Concentration (|ig^ml) 

l%(v/v) 0.1 1 10 100 



10-56 11.72 9.80 13.64 7.12 

12,00 11.16 9.88 14.12 8.84 

Genistin 11.64 9.36 10.16 12.64 7.20 

11.40 ± 0.75 10,75 ± 1.23 9.95 ± 0.19 13.47* ± 0.76 7.72* ± 0.97 

100 94 87 118 68 



10.56 8.04 7.52 7.96 4.24 

12,00 7.52 8.56 8.68 4.96 

Genistin 11.64 7.72 7.00. 6.88 4.16 

11.40 ±0.75 7.76* ±0.26 7.69* ± 0.79 7.84* ±0.91 4.45* ±0.44 

100 68 67 69 39 



The results are expressed in pmoles of 5a-DHT formed per culture dish 

In bold: average and deviation 

Li italics: percentage of the group "DMSO 0.1% (v/v)" 

* : Average significantiy different fiiom the group "DMSO 0.1% (v/v)" 



3.2 Effect of Extracts of Serenoa Repens and Soybean Isoflavones (Fenosten 4000) 
on the Activity of 5a -Reductase in Normal Human Fibroblast Cultures, after 22 
Hours Incubation 

Product DMSO Concentration (jigtel) 

l%(v/v) 1 10 100 



Serenoa Repens 



8.00 
8.92 
8.68 

8.53 ± 0.48 

100 



7.72 
9.20 
8.08 

8.33 ± 0.77 

98 



6.84 
7.48 
7.52 

7.28* ± 0.38 

85 



5.48 
5.68 
5.44 

5.53* ± 0.13 

65 



Isoflavone Extract 
from Soybean 
(Genosten 4000) 



8.00 
8.92 
8.68 



8.53 ± 0.48 

100 



6.24 
6.52 
7.12 



7.04 
7.12 
7.12 



6.63* ±0.45 7.09* ±0.05 

78 82 



The results are expressed in pmoles of 5a-DHT formed per culture dish 

In bold: average and deviation 

bi italics: percentage of die group "DMSO 0.1% (v/v)" 

* : Average significantly different fiom the group DMSO (p<0.05) 

3.3 Effect of Finisteride and the Extracts of Serenoa Repens and Pygeum 
Africanum on the Activity of 5a -Reductase in Normal Human Fibroblast 
Cultures, after 22 Hours Incubation 

3J.1 Finasteride 

Control DMSO Finasteride (ng/ml) 

1% (v/v) 3 30 



9.24 8.00 5.52 2.92 

9.28 8.92 5.84 2.92 

10.60 8.68 5.00 3.00 

0.71 ± 0.77 8.53 ± 0.48 5.45* ± 0.42 2.95* ± 0.05 

114 100 64 35 



The resiilts are expressed in pmoles of 5a-DHT formed per culture dish 

In bold: average and deviation 

In italics: percentage of the group "DMSO 0.1% (v/v)" 

* : Average significantly different from the group DMSO (p<0.05) 

3.3.2 Extracts of Serenoa Repens and Pygeum Africanum 

Product DMSO Concentration ((ig^nl) 

l%(v/v) 1 10 100 



8.00 7.72 6.84 5.48 

8.92 9.20 7.48 5.68 

Serenoa Repens 8.68 8.08 7.52 5.44 

8.53 ±0.48 8.33 ±0.77 7.28* ± 0.38 5.53* ± 0.13 

100 98 85 65 



8.00 5.00 6.36 5.84 

8.92 5.64 7.28 6.52 

Pygeum Africanum 8.68 6.40 6.20 5.60 

8.53 ± 0.48 5.68 ±0.70 6.61 ± 0.58 5.99 ±0.48 

100 67 78 70 



The results are expressed in pmoles of 5a-DHT formed per culture dish 

In bold: average and deviation 

In italics: percentage of the DMSO group 

* : Average significantly different from the DMSO group (p<0.05) 

Example 3: Composition of a Shampoo for Oily Hair 

% 



Water 


to 100.000 


Sodium Lauroamphoacetate 


14.000 


Coco-Glucoside 


10.000 


Magnesium Lauieth Sulfate 


5.000 


PEG-40 Glyceryl Cocoate 


3.450 


PEG- 150 Distearate 


1.850 


Sodium Cocyl Sulfate 


1.050 


Citric Acid 


0.450 


Disodium EDTA 


0.300 


Perfume 


0.200 


Methylparaben 


0.160 


Butylparaben 


0.060 


Soybean Isoflavone 


1,000 



Pygeum Afiicanum 



0.500 



Example 4: Composition of an Emulsion for Oily Sidn 



% 

Water to 100.000 



Di-Ci2-i3 Alkyl Maleate 


10.000 


Glycerine 


5.000 


PEG- 5 Glyceryl Stearate 


3.500 


Glyceryl Stearate 


1.500 


Ceresin 


1.500 


PFG-40 Stearate 


1.500 


Sorbitan Stearate 


1.000 


Zinc PCA 


1.000 


Cetyl Alcohol 


1.000 


Polyacrylamide 


1.000 


C 1 3-14 Isoparaffin 


0.500 


Perfume 


0.500 


Piroctone Olamine 


0.300 


Laureth-7 


0.125 


Sodium Polyacrylate 


0.065 


Citrate of Hydrogenated Palm Glycerides 


0.040 


Soybean Isoflavone 


2.000 


Example 5: Composition of an Emulsion 


for OOy Skin 


Water 


% 
to 100 


Di-Ci2.i3Alkyl Maleate 


10.000 


Glycerin 


5.000 


PEG-5 Glyceryl Stearate 


3.500 


Ceresin 


1.500 


PEG-40 Steerage 


1.500 


Sorbitan Stearate 


1.000 


Zinc PCA 


1.000 


Cetyl Alcohol 


1.000 


Polyacrylamide 


1.000 


C 13.14 IsoparaflRn 


0.500 


Perfume 


0.500 


Piroctone Olamine 


0.300 


Laureth-7 


0.125 


Sodium Polyacrylate 


0.065 


Citrate of Hydrogenated Palm Glycerides 


0.040 



Pygeum Afiicanum 1 .000 

Salicylic Acid 1.000 
Translator: words " laureth " and *'coceth " not found in dictionary 



qaims 

1 . Utilization of at least one product from the group consisting of the isoflavones, 
extracts fix)m the African plum tree and mixtures of thereof, for preparation of a composition 
aimed at inhibiting the activity of 5a-reductase. 

2. Utilization according to claim 1, characterized in that the composition is aimed at 
inhibiting Type 1 and/or Type 2 isoenzyme of 5a-reductase. 

3. Utilization according to claim 1 or claim 2, characterized in that the product is 
selected from synthetic or naturally occurring isoflavones. 

4. Utilization according to any of the preceding claims, characterized in that the product is 
selected from synthetic or naturally occurring isoflavones from the group consisting of genistin, 
daidzin, glycitin, acetyldaidzin, acetylgenistin, acetylglycitin, malonyldaidzin, manolgenistin, 
manolylglycitin, 2,4,4'-trihydroxy deoxybenzoin (THB), daidzin, genistin, glycitein, formononectin, 
biochanin A, genistin-4-O-glycoside, 2'-hydroxygenistein-7-0-glycoside, genistein-C-8-glycoside, 
and mixtures thereof 

5. Utilization according to any of the preceding claims, characterized in that the product 
is selected from the group consisting of genistin, genistin and mixtures thereof 

6. Utilization according to any of the preceding claims, characterized in that the product 
is selected from the isoflavone extracts of soybeans. 

7. Utilization according to any of the preceding claims, characterized in that the product 
is selected from the isoflavone extracts of lupin. 

8. Utilization according to any of the preceding claims, characterized in that tiie product 
is utilized in a proportion between 0.001 and about 100% by weight, in relation to the total 
weight of the composition. 

9. Utilization according to any of the preceding claims, characterized in that the 
composition contains a pharmaceutical, dermatologically or cosmetically acceptable excipient. 

10. Utilization according to claim 9, characterized in that the excipient is suitable for 
external topical appUcation or rectal apphcation. 



1 1 . Utilization according to any of the preceding claims, characterized in that the 
composition is intended for treatment of pathologies and/or skin disorders related to a 
congenital or acquired exaggeration of 5a- reductase activity. 

12. Utilization according to any of claims 1 to 10, characterized in that the composition 
is intended for treatment of prostatic hypertrophy. 

13. Utilization according to any of claims 1 to 10, characterized in that the composition 
is intended for treatment of prostatic adenoma. 

14. Utilization according to any of claims 1 to 10, characterized in that the composition 
is intended for treatment of acne. 

15. Utilization according to any of claims 1 to 10, characterized in that the composition 
is intended for treatment of hyperseborrhea. 

16. Utilization according to any of claims 1 to 10, characterized in that the composition 
is intended for treatment of alopecia. 

17. Utilization according to any of claims 1 to 10, characterized in that the composition 
is intended for treatment of hirsutism. 

18. Cosmetic treatment method for oily skin, characterized in that one applies a 
cosmetic composition containing at least one product such as defined in any of claims 1 , and 3 
to 7. 

19. Cosmetic treatment method for hair loss, characterized in that one appUes to the 
scalp a cosmetic composition containing at least one product such as defined in any of claims 1, 
and 3 to 7. 

20. Cosmetic treatment method for excess hairiness, characterized in that one apphes to 
areas of the skin having excess hairiness a cosmetic composition containing at least one product 
such as defined in any of claims 1, and 3 to 7. 

21 . Cosmetic treatment method according to any of claims 1 8 to 20, characterized in 
that the product is present in the composition in a proportion between about 0.001 and about 
100% by weight, in relation to the total weight of the composition. 

22. Method according to any of claims 18 to 21, characterized in that the cosmetic 
composition additionally contains at least one cosmetically acceptable excipient. 

23. Utilization of at least one product such as defined by any of claims 1, and 3 to 7, as 
an additive in human or animal food. 



24. Utilization according to claim 23, characterized in that the product is present in the 
food in the proportion of about 0.001 to about 100% by weight, in relation to the total weight of 
the food. 
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